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 そこで、１分子ベクター上に複数種 cDNA を蛍光タンパク質タグで識別標識してタンデム型で構築（タンデム発現
ベクター）し、生細胞への複数種 cDNA の等コピー同時導入法と、その遺伝子の発現レベルを自在に変えれるような
技術を開発した。ゲノム DNA から調製した細胞周期依存性・低活性プロモーターを用いた低レベル発現系の構築を
行い、また、複数種 cDNA 分子を核内染色体の特定部位へ Flp/FRT 法で共導入して安定な低発現系を構築した。こ
のような安定形質転換細胞を株化し、導入 cDNA を低レベル発現させることで、細胞本来の遺伝子発現様式の再現を
試みた。 
 実際にこの系を用いることにより、actin capping protein（CP）のファミリーである、ヒトの CPα1 と CPβ2 の
２種類のタンパク質を、ヒト細胞内での局在性や複合体形成について調べた。CP はアクチンの伸張と短縮を抑制す
る、アクチンフィラメントをキャッピングする必須のタンパク質で、α1、α2、α3、β1、β2、β3 の isoform を
持ち、それぞれが組織特異的に局在しており、α/β複合体を形成してアクチン重合に関わっている。これらの複合体
形成と組織特異性の違いはまだ良く分かっておらず、CPα1 と CPβ2 が体細胞においてどのように局在し、複合体
を形成するのはこれまであまり知られていない。そこで、この CPα1 と CPβ2 の体細胞における局在と細胞内にお
ける複合体形成を確かめるために、HeLa 細胞を用いて CPα1 と CPβ2 をタンデム発現クローンで共発現させた。 
 CPα1 と CPβ2 の単独発現の場合では、CPβ2 は細胞質にも核内にも存在したが、CPα1 は細胞質に局在して核
に存在しなかった。しかし、タンデム発現クローンによる２種 cDNA の共導入で CPβ2 と CPα1 が同時に発現され
【19】
 ― 462 ― 
た結果、CPβ2 が細胞質に局在して核内には存在しなかった。つまり、共発現した CPβ2 と CPα1 は複合体形成し、
細胞質に局在することが分かった。また、この CPβ2 と CPα1 の共発現によるヘテロ複合体形成は免疫共沈降法に
より証明された。 













 そこで、cHS4 インスレーターを持つプラスミド DNA を細胞に一過性導入し、染色体上において cHS4 インスレ
ーターに結合するとされる、CTCF を ChIP アッセイで調べた。その結果、一過性導入したプラスミド DNA 上の cHS4
インスレーター部分に CTCF が集積していることが観察された。また、cHS4 インスレーターを挿入したプラスミド
DNA を一過性導入した際に、転写干渉効果か緩和され、プラスミド DNA 上の遺伝子発現量が増大していたことから、
cHS4 インスレーターが誘導する、ヒストンのアセチル化がプラスミド DNA 上においても起こっている可能性が考
えられた。これを確認するために、抗ヒストンアセチルトランスフェラーゼ（CBP）抗体と、抗アセチル化ヒストン







かった。したがって、本実験で観察された転写干渉作用は、CTCF を介する cHS4 インスレーター効果によって緩和
されたと示唆された。 





論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 本論文では、１分子ベクター上に２種 cDNA をタンデムに配置して発現クローンを構築し、低発現プロモーターを
用いることで、細胞内における actin capping protein の Cpα1 と Cpβ2 を例として取り上げ、その複合体形成を明
らかにした。さらに、発現クローンを染色体に組込んだ安定な低発現系を使用して、核膜の崩壊と再構築時における
Emerin と Nup62 の挙動をリアルタイムで観察できることを示した。また、episomal DNA 上における隣接した遺伝
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子間に生じる転写干渉は、cHS4 インスレーターを導入することで、CTCF が episomal DNA 上の cHS4 部位に結合
し転写干渉を緩和していることを明らかにした。さらに cHS4 部位に histone acetyltransferase が結合することでヒ
ストンのアセチル化が引き起こされ、cHS4 インスレーターの隣接 cDNA の発現量が上昇することを見出した。この
知見は、一過性発現系における cHS4 insulator の機能を示した初めての例であった。これらの技術は本論文で用いた
HeLa 細胞のみならず、ES 細胞にも応用することができ、ポストゲノムやポストプロテオミクス成果の先に展望され
るであろう再生医療や遺伝子治療に応用できる点でたいへん興味がもたれるものであり、本研究が博士（薬学）の学
位授与に値するものと認める。 
